





















analyzed and West Nile virus  infection was  identified by PCR and serological  tests. The patient 
developed  fever,  diarrhea  and  neurological  symptoms,  accompanied  by  mild  pancreatitis, 
described  previously  in  very  few  cases  as  a  complication  of WNV  infection  and  by  alithiasic 








West Nile  virus  (WNV)  belongs  to  the  Flavivirus  genus  in  the  Flaviviridae  family. Humans, 
horses,  and  other  vertebrate  animals  can  acquire  the  infection  through  the  bite  of  an  infected 
mosquito,  however,  are  considered  as  “dead‐end  hosts”. Although  80%  of WNV  infections  are 
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cases in humans, birds and horses that have been reported [8,9]. In fact, a higher number of cases 






























of  131,000  cell/mL,  mild  coagulopathy  and  normal  renal  function.  He  was  discharged  with 
symptomatic treatment. Two days  later, the patient consulted again because of the progression of 








normal  pancreas  and  uncomplicated  (previously  known) meningioma. A  lumbar  puncture was 
performed  that  yielded  a  transparent  cerebrospinal  fluid  (CSF)  sample with  404  cells/mL  (77% 
neutrophils), 233 mg/mL of proteins, 57 mg/dL (96 in plasma) of glucose and 5.3 mmol/L of lactate. 
The patient was admitted  to  the critical care unit  (CCU) on 15 September because of progressive 
neurological  symptoms.  Empiric  treatment  with  an  intravenous  broad  antibiotic  spectrum 
(meropenem, ampicillin and vancomycin) and acyclovir was started. The patient quickly developed 
progressive  respiratory  insufficiency  (respiratory distress and bilateral pleural effusion)  requiring 
mechanical ventilation for up to 12 days. On the second day after admission the patient developed 
severe hypotension  and  oliguria with  cardiac dysfunction  consistent with Takotsubo  Syndrome, 
requiring intensive fluid support and IV adrenaline, with progressive stabilization. After weaning 








level of 3372 U/L),  resolved  in 10 days with  conservative  treatment. Patient was discharged  to a 
rehabilitation facility on November 22, with hematological and biochemical alterations resolved, but 
the patient was still not able to walk by himself. One year later, the patient was fully recovered and 
the  thymoma  was  surgically  removed  on  11  November  2019.  The  study  was  included  in  the 
diagnostic detection of WNV belonging to the Spanish National Program: Vector‐borne diseases. The 
patient signed an informed consent for publication during their admission to the hospital. 
The microbiological  diagnosis was  carried  out  in  serum,  CSF  and  urine  samples  taken  at 
different days of disease progression using  the BioFire® FilmArray® Meningitis/Encephalitis  (ME) 
Panel  (BioFire  Diagnostic,  BioMerieux,  France).  For  the  specific WNV  diagnosis  we  used  two 
different methods: a specific real‐time PCR  (qRT‐PCR) able  to detect all WNV  lineages  [20] and a 










virus  challenge were  considered positive with  a  cutoff  titer  of  1:16. Vero  cells  and  virus  strains 










zoster,  enterovirus,  paraechovirus,  Escherichia  coli,  Haemophilus  influenzae,  Neisseria  meningitidis, 







reinforce  the diagnosis algorithm described  for WNV where  the viremia of  the WNV  infection  is 
relatively short (viral RNA can be detected in serum samples only around 7 dpo) but in urine samples 
viral RNA can be detected  for a  longer period and  in higher copy numbers. This  result has been 
observed before in several studies, in fact some of them have revealed the long persistence of WNV 
in urine particularly in patients with WN fever compared to patients with WN neuroinvasive disease, 
which had  a higher viremia  for  a  shorter period  than  those with WN  fever  [25]. Whether urine 
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samples are a useful  source  for  surveillance  studies  for WNV distribution and  for analyzing  the 
severity  of  the  disease  in  patients with  neuroinvasive  and/or  kidney manifestation  needs  to  be 
investigated.  Our  findings  reaffirm  the  utility  of  viral  RNA  detection  in  urine  as  a molecular 
diagnostic procedure for diagnosis of acute WNV infections, especially when acute samples are not 
available. WNV disease in this patient was confirmed by serology, either by the presence of WNV 
IgM antibodies  in acute CSF and  serum  samples,  IgG  seroconversion at 20 dpo and neutralizing 
antibodies against WNV‐2 were detected in sera samples since 45 dpo although at low titers (1/16 
and 1/32). In a serum sample obtained 15 months after the onset of the symptoms, IgM antibodies 
were  undetectable,  but  IgG  antibodies  and WNV‐2  neutralizing  antibodies were  still detectable. 
Neutralizing antibodies against WNV‐1 were detected below the cutoff titer of 1:16 in sera samples 
since 45 dpo. (Table 1).   













CSF  7  NEG  POS (7.1)  NEG (0.1)         
Serum  7  POS (Ct = 38)    POS (8.7)  NEG (0.1)  NEG  NEG  NEG 
Urine  10  POS (Ct = 30)                 
Serum  10  NEG  POS (6.9)  NEG (0.5)  NEG  NEG  NEG 
Urine  20  POS (Ct = 30)                 
Serum  20  NEG  POS (6.4)  POS (2.4)  NEG  NEG  NEG 
Urine  30  POS (Ct = 40)                 
Serum  35      POS (6.1)  POS (3.1)  NEG  NEG  NEG 
Serum  45      POS (7.7)  POS (3.9)  NEG    1/32  NEG 
Urine  50  NEG                 
Serum  99      POS (7.4)  POS (3.6)  NEG  1/32   
Serum  9 months      IND (1.3)  POS (3.3)  NEG  1/16   





studies WNV  could  be  successfully  isolated  from  urine  samples  and  this  finding  indicates  that 
infectious WNV  may  be  excreted  with  urine  but  the  relevance  of WNV  infectivity  for  virus 
transmission remains unknown [26]. In most cases, however, WNV isolation in cell culture has been 
unsuccessful  and  several  causes  have  been  proposed  as  the  viral  load  of  the  sample,  the 
characteristics of the urine samples and cell culture conditions. 
A maximum likelihood phylogenetic tree using the selected TN93 + G model was constructed 
and  it showed  that  the WNV‐2 strain amplified  in  this study clustered  into  the Central/Southern 
European WNV lineage 2 clade, which was detected in Romania for the first time in 2015 (Figure 1). 




highest  nucleotide  similarity  (over  99%) with  several  strains  circulating  in Greece, Belgium  and 
Hungary in recent years.   










from Romania where 277 human  cases  and 43 deaths  for WNV were  reported during 2018. The 
patient  had  symptoms  and  signs  of WNV meningoencephalitis,  polyneuropathy  and  digestive 
complications such as alithiasic cholecystitis, mild pancreatitis and paralytic ileus. We cannot exclude 
critical ill neuropathy and sodium alteration as causes of polyneuropathy and paralytic ileus. Our 
case  illustrates  the  importance  of  considering  alithiasic  cholecystitis  and  pancreatitis  as 
manifestations  of  this  infection  and  should  be  considered  in  patients with WNV  infection who 






was  an  incidental  finding  discovered  in  the  autopsy  of  an  80‐year‐old  patient  with 
meningoencephalitis  and myocardial  infarction  [29].  In  2008  in  Israel,  the  association  between 
abdominal pain, high fever, neurological deterioration and CSF findings with elevated amylase and 
lipase levels and because no other causes of pancreatitis were found suggested an acute pancreatitis 
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in  an  88‐year‐old  female  induced  by WNV  [2]. Recently,  in  2016  a  47‐year‐old Egyptian  kidney 
transplant  recipient  developed  a  severe  WNV  infection  with  clinical  neurologic  involvement, 
thrombotic micro‐angiopathy and pancreatitis, resulting in irreversible loss of kidney function [4]. 
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